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　　［摘要］　目的　通过制备Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除小鼠，探索Ｒｔｎ４Ｂ 基因的生物学功能。方法　用细菌人工染色体（ＢＡＣ）载
体构建Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因打靶载体并使其线性化，通过电转化法将其转入１２９ＳｖＥｖ品系雄性小鼠胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，

ＥＳ细胞）。将正确同源重组的ＥＳ细胞注射入Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠囊胚腔，繁育出嵌合体小鼠后，进一步繁殖以获得杂合子小鼠。抽

提小鼠尾尖组织ＤＮＡ，采用ＰＣＲ法鉴定小鼠的基因型。结果　基因打靶后，得到１４个发生双臂正确同源重组ＥＳ细胞克隆。利

用阳性ＥＳ细胞克隆进行囊胚内显微注射，得到５只嵌合率大于５０％的雄鼠，最终繁育得到４只Ｒｔｎ４Ａ＋／－Ｂ＋／－杂合子小鼠。结

论　利用ＥＳ细胞基因打靶、同源重组等方法，成功获得Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除杂合子小鼠。

　　［关键词］　Ｒｔｎ４；基因打靶；基因敲除小鼠；胚胎干细胞；同源重组
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　　Ｒｅｔｉｃｕｌｏｎ（Ｒｔｎ）基因是定位于内质网膜上的一

个基因家族，现已发现Ｒｔｎ１、Ｒｔｎ２、Ｒｔｎ３、Ｒｔｎ４等多

个家族成员。Ｒｔｎ４基因又称 Ｎｏｇｏ基因，能表达

Ｒｔｎ４Ａ，Ｂ，Ｃ三种蛋白［１］。其中，Ｒｔｎ４Ａ 和Ｒｔｎ４

Ｂ 为Ｒｔｎ４基因经同一启动子以不同方式选择性剪

接后所得，两者具有相同的羧基端序列（含１８８个氨

基酸残基）。Ｒｔｎ４Ａ 蛋白主要分布于中枢神经系

统，外周组织中，仅在睾丸和心脏组织有少量表

达［２］，而Ｒｔｎ４Ｂ蛋白广泛表达于外周器官及组织，因

此，对Ｒｔｎ４Ｂ基因在外周组织中功能的研究并不会

因为Ｒｔｎ４Ａ 基因的同时敲除而受影响［３］。目前认

为，Ｒｔｎ４Ｂ蛋白主要参与机体炎症反应过程中的调控
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以及组织损伤后的修复，此外还涉及肿瘤细胞凋亡、

神经元退行性变等病理生理过程［４５］，但具体作用机

制尚不明确。本研究拟通过经典的同源重组及囊胚

注射等方法构建Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除模型小鼠，为进

一步研究Ｒｔｎ４Ｂ的生物学功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　基因打靶细菌人工染色体

载体ＢＡＣ：ｐＢＲ３２２由上海南方模式生物研究中心提

供，限制性内切酶ＢａｍＨⅠ酶、ＮｏｔⅠ内切酶以及

ＰＣＲ试剂盒等购自宝生物工程（大连）有限公司

（ＴａＫａＲａ试剂盒，货号Ｃａｔ．Ｎｏ：ＤＲＲ００２Ｂ）。ＤＮＡ
标记物购自晶美生物工程有限公司。质粒抽提试剂

盒及凝胶回收试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司。细胞培养

所需试剂为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。引物合成和测序

由上海南方模式生物研究中心完成。胚胎干细胞

（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＥＳ 细 胞）ＳＣＲ０１２ 购 自

Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司（来源于１２９ＳｖＥｖ品系雄性小鼠），

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠由上海南方模式生物研究中心

提供。　　　
１．２　重组质粒制备　参照文献［６］的方法进行重组

质粒的制备。使用ＢＡＣ：ｐＢＲ３２２打靶Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ
基因（ＥｎｓｅｍｂｌＧｅｎｅＩＤ：ＥＮＳＭＵＳＧ００００００２０４５８）。

将与Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因同源的５′和３′臂、标记有ＮＥＯ
抗性基因的表达框敲入ＢＡＣ打靶载体以替换欲敲

除的Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ 基因区域。其中，ＮＥＯ 两端ＦＲＴ
序列可被ＦＬＰ重组酶识别从而将ＮＥＯ基因剔除。

５′臂２８８８ｂｐ，３′臂４３９８ｂｐ（图 １）。将 １００μｇ
Ｒｔｎ４Ａ／ＢＫＯ质粒 ＤＮＡ用 ＮｏｔⅠ （酶用量：１５０

Ｕ）线性化，酶切体系为１５０μＬ、３７℃消化过夜，等体

积酚氯仿、氯仿处理后，无水乙醇沉淀，并用１００μＬ
无菌ＰＢＳ将线性化后的质粒ＤＮＡ重悬以备用。

图１　Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除打靶载体质粒图谱

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＲｔｎ４Ａ／Ｂｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

Ｐ１，Ｐ２，Ｐ３ａｎｄＰ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｆｏｕｒｐｒｉｍｅｒｓ

１．３　ＥＳ细胞打靶、鉴定及筛选　参照文献［７］的方

法进行 ＥＳ细胞打靶与鉴定。使用线性化后的

Ｒｔｎ４Ａ／ＢＫＯ质粒ＤＮＡ进行细胞转染，用量为４０

μｇ。电穿孔条件：电压２４０Ｖ，电容５００μＦ，实际通

电时间１０．９ｍｓ，实际电压２５８Ｖ（电转仪型号为

ＢｉｏＲａｄＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒ，Ｃａｔ．Ｎｏ．１６５２１０５）。克隆筛

选条件：３００μｇ／ｍＬＧ４１８和２μｍｏｌ／ＬＧａｎＣ筛选８

ｄ。抽提抗性克隆的基因组ＤＮＡ，进行跨５′臂或３′
臂和插入片段的长链ＰＣＲ鉴定。共设计４条引物

进行ＰＣＲ鉴定，Ｐ１：５′ＴＧＡＧＣＴＴＣＡＴＴＧＡＴＧ

ＴＴＣＣＴＧ ＧＴＴ ＡＴＴ３′；Ｐ２：５′ＣＣＴ ＣＣＣＣＣＧ

ＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡＣ３′；Ｐ３：５′ＣＴＧＡＧＣＣＣＡ

ＧＡＡＡＧＣＧＡＡＧＧＡ３′；Ｐ４：５′ＡＴＧＡＴＡＴＡＡ

ＧＣＴＣＡＡＧＴＧＡＴＣＣＴＧＣＡＧ３′。５′臂引物为

Ｐ１、Ｐ２，其中Ｐ２引物位于ＮＥＯ 重组区域），目的片
段长度为３．４ｋｂ，ＰＣＲ反应条件：９５℃３ｍｉｎ，９５℃

３０ｓ，６３℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ３０ｓ，共３５个循环。３′臂

引物为Ｐ３、Ｐ４，其中Ｐ３引物位于ＮＥＯ重组区域），
目的片段长度为５．１ｋｂ，ＰＣＲ 反应条件：９５℃ ３

ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６３℃３０ｓ，７２℃５ｍｉｎ，共３５个循环。

１．４　Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除杂合子小鼠的制备　参
照文献［８］的方法进行Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ 基因敲除杂合子
小鼠的制备。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠超数排卵，自然受孕

后，待受精卵体内发育至囊胚阶段进行显微注射以

分娩出嵌合鼠。将嵌合率大于５０％成熟雄性小鼠与

野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠进行交配，后代灰色小

鼠经提取尾基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ鉴定（鉴定策略

同上），得到杂合子小鼠。
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２　结　果

２．１　同源重组载体的构建及鉴定　构建的同源打

靶质粒用ＢａｍＨⅠ酶切后电泳如图２所示。在３个
独立的质粒中，分别用ＢａｍＨⅠ酶进行酶切，得到结
果一致的３个条带，长度分别为８６７３、４３５１、１９５９

ｂｐ，与打靶质粒载体构建图谱对应。

图２　Ｒｔｎ４Ａ／ＢＫＯ质粒ＤＮＡ
经ＢａｍＨⅠ酶切后的电泳图

Ｆｉｇ２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲｔｎ４Ａ／ＢＫＯ

ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠ
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１３：Ｒｔｎ４Ａ／ＢＫＯｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

２．２　ＥＳ细胞打靶及筛选　采用ＮｏｔⅠ酶将Ｒｔｎ４Ａ／

ＢＫＯ质粒线性化后，通过电转方法将其转入ＥＳ细

胞。基因打靶后，进行ＥＳ细胞克隆鉴定。挑取抗性

克隆和提供ＤＮＡ样本共１８０份。ＰＣＲ鉴定药物抗性

ＥＳ细胞克隆１８０个，其中１４个ＥＳ细胞克隆发生双臂

同源重组（在１６个ＥＳ细胞中，由于Ａ１号和Ｇ５号ＥＳ
细胞３′臂未发生同源重组而被淘汰）。见图３。

２．３　Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ 基因敲除杂合子小鼠的初步制

备　挑选发生双臂同源重组的ＥＳ细胞，注射７４枚

胚胎，制作５只受体，共得到１１只小鼠，其中５只雄

性小鼠嵌合率大于５０％。将这５只雄鼠与野生型

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠进行交配，得到Ｆ１代灰色小鼠，

经提取尾基因组ＤＮＡ并进行ＰＣＲ鉴定得到Ｆ１代

Ｒｔｎ４Ａ＋／－Ｂ＋／－杂合子小鼠４只（编号分别为２１、

２２、２３、２６），其中雄鼠１只、雌鼠４只。见图４、图５。

３　讨　论

小鼠Ｒｔｎ４（Ｎｏｇｏ）基因位于１１号染色体，长度

近５０ｋｂ，由１１个外显子和８个内含子组成。根据

启动子的不同，Ｒｔｎ４基因可编码３个主要的剪接变

异 体（Ｒｔｎ４Ａ，Ｂ，Ｃ）和至少１个次要的剪接变异体

图３　ＥＳ细胞阳性克隆５′臂（Ａ）和３′臂（Ｂ）ＰＣＲ凝胶电泳

Ｆｉｇ３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５′ａｒｍ（Ａ）ａｎｄ３′ａｒｍ（Ｂ）ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｎｃｌｏｎｅ’ｓ

ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ（ＥＳ）ｃｅｌｌｓ

Ａ１Ｄ６：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＥＳｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓ
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（Ｒｔｎ４Ｂ２）以及６个睾丸特异性表达的剪接变异体

（Ｒｔｎ４Ｄ，Ｅ，Ａａ，Ａｂ，Ｆ，Ｇ）［３］。其中，第１号及第２号

外显子共同参与指导Ｒｔｎ４Ａ，Ｂ，Ｂ２蛋白的合成。因

此Ｒｔｎ４Ｂ基因敲除的同时势必累及Ｒｔｎ４Ａ 基因。

本研究中，我们构建基因打靶载体的策略是利用同源

重组的方法，特异性敲除Ｒｔｎ４基因位于１０ｋｂ左右的

９８８７～１１１６７区 域，即 Ｒｔｎ４００５、Ｒｔｎ４００６、Ｒｔｎ４

００７、Ｒｔｎ４００８转录本的第１外显子以及Ｒｔｎ４２０１转

录本的第１外显子、第１内含子及第２外显子［３］。采

用该基因敲除方法，可有效敲除Ｒｔｎ４Ａ，Ｂ，Ｂ２的基

因表达，而对其他Ｒｔｎ４亚型表达无明显影响。

图４　鼠尾ＤＮＡ双臂ＰＣＲ凝胶电泳

Ｆｉｇ４　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５′ａｒｍ（ｌｅｆｔ）

ａｎｄ３′ａｒｍ（ｒｉｇｈｔ）ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｏｕｓｅｔａｉｌｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
２１，２２，２３，ａｎｄ２６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｆｏｕｒＲｔｎ４Ａ／Ｂｈｙｂｒｉｄｍｉｃｅ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图５　Ｆ１代４只杂合子小鼠

Ｆｉｇ５　ＳｕｃｃｅｓｓｆｕｌｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒＦ１Ｒｔｎ４Ａ／Ｂｈｙｂｒｉｄｍｉｃｅ

Ｔｗｏｇｒｅｙｍｉｃｅｉｎｔｈｅｌｅｆｔｗｅｒｅｎａｍｅｄ２１ａｎｄ２２，ａｎｄｔｈｅ

ｏｔｈｅｒｔｗｏｉｎｔｈｅｒｉｇｈｔｗｅｒｅｎａｍｅｄ２３ａｎｄ２６

　　Ｒｔｎ４基因在２０００年首次从大鼠中成功克隆，

由于其强大的神经轴突生长抑制作用，又被命名为

Ｎｏｇｏ［１］。Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ在脑、脊髓、心脏、肾脏、肺脏、

肝脏等外周组织中表达，主要参与机体炎症过程中

的调控以及组织损伤后的修复［２３，９］。研究显示，使

用Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ－／－小鼠构建缺血性损伤模型后，损伤

部位的巨噬细胞数目减少，血管再生能力下降，而移

植野生型巨噬细胞后，血管再生以及创伤修复的能

力明显得到改善［３］。另外，Ｒｔｎ４Ｂ 在哮喘的炎症及

气道结构重塑中有保护作用，可降低肺部炎症及气

道反应性［１０１１］。这些研究显示Ｒｔｎ４Ｂ 在肺部炎症

性疾病的发生、发展中可能扮演了重要的角色。

Ｒｔｎ４Ａ／Ｂ基因敲除小鼠的成功构建为深入研究

Ｒｔｎ４Ｂ 的生物学功能奠定了基础。
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